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論 文 内 容 要 旨
緒 論
ウシコ クシジウム症 は、下痢 を主徴 とした疾 病 で、広 く世界的 に蔓延 してお り
畜産経 営上重 要な疾病 の・一つである。 とくに幼 若な ウシで は死 に至 る場合 も見 ら
れ、死亡 しな い場合 も予後 が不良 で成 長が著 し く遅延 す ることが多 い。 ウシコ ク
シジ ウムは現在約13種 が知 られ てお り、わが国 ではE.わoγ ∫5、E、zロ
θrη ゴ」が多 いとされて いる。E.わovゴ3、E.zα θrη ∫ゴは病原性
が高 く、子 ウシの死亡例 も国内外 を問わず多数 報告 されて いる。
本論文 では、ケーススタディー として東北大 学附属 川渡農 場の コクシジ ウム汚
染状況 を調査 し、つ ぎに糞便検査 にかわる血清 学的な 診断法 と して酵素抗体法E
LISAの 開発を 目的 として研究 をおこなった。
第一章
川渡農場のウシコクシジウム汚染状況
これ まで 日本国内の ウシコクシジウム汚染 に関す る詳 しい研究 はおこなわれて
いな い。そ こで、ケースス タデ ィー と して東北大学 附 属川渡農場 のコク シジウム
汚染 を明 らか にする ことと した。
1986年4月 か ら1987年1月 にかけて川渡農 場 で飼養 され ている ウシ約
270頭 か ら、直腸便2019サ ンプル を採取 し、糞 便検査 をおこなった 。その
結果 、390サ ンプル 、19.3%か らコク シジウムオ ーシス トが検出 され 、 」9
。 ゐovゴ5が 最優勢種 であった(表1)。 また 、コ クシジ ウム陽性率(図1)
、OPG(図2)、 優勢種 には季節変動 が見 られた。 コクシジウム陽性率 は年齢
によ って異 な り、2歳 未満 のウシが2歳 以上 のもの と比べ て有意 に高い値 を示 し
た(図3)。
これ らのこ とは若齢牛 を中心 と した治療お よび 牛群 の清浄化 の必要性 を示 して
お り、広範 囲の牛群 に適応 するた めには、効率 の良 い診 断お よび スクリーニ ング
が必要 と考 え られた 。
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第二章
ウシコクシジウムの入工感染試験
糞便検査 に代わる血 清学的な コクシジ ウム検 出法 と してELISAの 開発 を試
みる こと とし抗原 の検 討か ら開始 した。
まず抗原用 に大:量の ウシコクシ ジウムオー シス トを得るた めに人工感染試験 を
お こな った。顕微鏡下 で同定 しなが ら204個 のE.boγf8オ ーシス トを回
収 し、40日 齢の子 ウシに経 口接種 した。25日 間糞 便検 査 をお こな ったが 、オ
ーシス トはまった く検 出されなか った。
っぎ に野外か ら分離 され たE.zα θrη ∫ ∫の胞 子形成 オ ー シス トを75日
齢時 に経 口接種 した。感染 の経過 に ともなって1血液 の混ざ った水様 の下痢 の排泄
、食欲 の減退 、オー シス トの排泄 が見 られた(図4)。 得 られ たオ ーシス トは、
93%が 胞 子形成 し感染可能 と思 われ たが、そ の総数 は1.2×106個 でEL
ISAの 抗原 にもち いるには十分 な数 ではな か った。
第三章
E.亡 θ刀 θノ1θ抗原の調製法 および性状検索
ウ シコクシジウム にか えて、オー シス トを比較 的容易に得 るこ とのでき る 」7.
むθη θノ18を 抗原 としたシステムの開発 を試 みる ことと した。
まず 、 ウシコクシジウムへの応用 に先立 って、 ニ ワ トリコクシ ジウム種 間の交
差反応性 を観察 した。
抗原 には 亙、 孟θη θ118胞 子形成 オー シス トを トリスバ ッフ ァーで抽 出 し
たも の を可溶性抗 原 と して使用 し、血清 として コク シジウム4種 の単独感 染 によ
る高 度免疫ニ ワ トリ血清 をもちいた。
常 法 によ りELISAを おこなった ところ、E.80θrγ α1ゴ ηa、E.
1η8xゴ1η8、E..ηθ08εr∫x、 亙.じ θη θ1/8を 感 染 させたニ ワ ト
リの血清 はいずれ も陽性基 準を越 え、 ・配 ごθη θ118抗 原 が これ らの コクシ
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ジ ウム に感 染 した ニ ワ トリの血 清 と反応 す る こ とが 明 らか とな った(図5)。
つ ぎ にE。 亡θη θ118免 疫 血 清 、 お よびE.η θoaむrf.x免 疫 血 清 に
対 す るE.む θη θ118抗 原 の反 応 性 をイ ム ノブ ロ ッテ ィ ング に よ って 分 析 し
た 。 」9.む θη θ118免 疫血 清 は 、95kd、25kd、23kd、21kd
、14kd、E.η θ08亡rfx免 疫 血清 は 、95kd、66kdの ポ リペ プ
チ ドバ ン ドと反応 し、E.ε θη θ11a抗 原 中 の95kdの ポ リペ プ チ ドが 共
通 抗 原 で あ る こ とが 示 され た 。
第四章
ウェス タンブロッティングを用 いた 」r.乙θ刀 θ11θ 抗原の
ウシ抗体反応性の分析
E.ε θη θ11a抗 原 とウシ抗体 との交差反応性 をイム ノブロッテ ィングを
もち いて観 察 した。
宮 城県仙 台家畜保健衛 生所 よ り分与 された ウシ血 清180サ ンプル中で 、EL
ISA値 の高 い5サ ンプルを陽性血清 、低 い10サ ンプル を陰性血清 としてプー
ル して供試 した。陽性血清 は、 」9.εθη θ118抗 原の95kd、86kd、
66kdの ポ リペプチ ドバ ン ドと反応 し、交差反応性 が確認 された。
これ によ り、ニ ワ トリコクシジウムE.亡 θη θ ノ1a抗 原 が、 ウシコ クシジ
ウム症 の診 断および スク リーニ ングに利用でき るも の と考 え られた。
第五章
コクシジウム感染ウシ抗体測定のためのELISA法 の開発
E。 εθη θ1/8抗 原 を、 ウシコ クシジ ウム症 の検 出を 目的 と したELIS
Aに 応 用す るための実験条件の検討 をお こな った 。
抗原 にはE.ε θ刀 θ118抗 原 をもちい、陽性血 清 と して 互.z召 θrη!
ゴ人主感 染血清、陰性 血清 として前章 で用 いた低 いELISA値 を示す プール血
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清 をもち いた。
各種 の条件 を検 討 した結 果、血清前処理:4℃ 下10%カ オ リン添加、 ブロ ッ
キ ング液:3%BSA、 抗原 濃度:5μ9/m1、 血清希釈 倍率:100倍 、二
次抗体希 釈倍率:1000倍 をもち いること とした(図6)。 カッ トォ フポ ィ ン
トは、陰性 血 清の平 均値 に標準偏 差の3倍 を加 える方法 によ り0.733と 決定
した。
第六章
E.乙 θ刀 θ1/aオ ーシス ト抗原 を用 いたELISA法 による
ウシ抗体の検 出
上 記 の条 件 を用 いたELISAに よ り、 ウシの血 清抗体 のモ ニ タ リングをお こ
な った。
まず初乳給 与前 および給 与後 の新生子 ウシか ら採血 し、母子 免疫 の存在 を観 察
した。初乳給 与前 ではELISA値0.121で 特異 抗体 の存在 は認 め られなか
ったが 、給 与後 では1.769と 高い陽性値 を示 し、子 ウシは初乳 を介 して容易
に抗 コクシ ジウム抗体 を獲得す る ことが示 された(図7)。
っ ぎに1987年4月 か ら1987年12月 まで川渡農 場の ウシか ら採 血 をお
こな い、のべ総数149サ ンプル につ いてELISAを お こな った。この結果、
抗 コクシジ ウム抗体 レベル の季節変動 が少な いこ とが示 された(図8)。
宮 城県下 の コクシジ ウム の臨床症状 を示 して いな いウシ55頭 か ら採取 した1
80の 血 清 をELISAに よって調べ た ところ、1カ 月齢 で は陰性個体 も見 られ
るも のの、3カ 月齢 以降で は一般 に高 いレベル の抗 コクシ ジウム抗体 を保 有す る
ことが 明 らか になった(図9)。
川渡 農場 でのELISA値 に季 節変動が少なか った こと、 県下 の ウシで3カ 月
齢以上 のも ので一般 に高 いELISA値 を示す ことは、 コクシ ジウムに一 度感染
した個体 の抗体 レベル はあ まり低 下せず に推移す る ことを示唆す るもの と考え ら
れた 。
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第七章
ウシコクシジウム治療薬投与時のELISAに よる抗体モニタリング
ELISA法 の応用試験 として薬剤治療試験 をお こなった際の抗体 のモ
ニタ リングを試みた。
川渡農場 の1歳 未満のコクシジウムオーシス ト陽性の子 ウシ24頭 を
供試 し、エクテシンを試験薬、 ウシコクシジウム に有効であることが確
かめ られているダイメ トンを対照薬 として実験 をおこなった。 ウシは4
群に分 け、投薬量 を変えて経 ロ的に1日1回 、連続5日 間投薬 した。投
薬後、血液 および糞 を定期的に採取 し、糞中のオーシス ト数、血清のE
LISA値 を測定 した。
いずれの薬剤によっても、投薬4日 以内にオーシス トの排泄は停止 し
た(図10)。 しか し、ELISA値 はいずれの ウシにおいても、投薬5
6日後もなおも陽性限界以上であった(図11)。 このことは原虫が排除
された後も血清中の抗体 は長期 にわたって残存することを示唆 しており
、ELISAに よる感染判定の有効性が示された。
本研究で開発されたELISAは 、野外での ウシコクシジウム汚染の
モニタリング、ウシコクシジウム症の診断に利用可能であ り、今後、広
く応用されることが期待される。
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図1.川 渡農場におけるオーシス ト陽性牛の季節推移
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図5.5teπella抗原 に対 する高度 免疫血 清の反応
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図7.初 乳給与前後の子ウシの抗コクシジウム抗体
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図8.川 渡 農場 のウシにおけるELISA値 の季節 変動
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図9.成 長 に とも なうELlSA値 の推移
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図10.投薬 実験 におけるオ ーシス ト排 泄状況
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審 査 結 果 の 要 旨
寄生胞子虫類であるcoccidiumによるウシのコクシジウム症は,下痢を主徴 とした重要 な原虫
性動物疾病の一つで,広 く世界的に蔓延してお り動物生産に甚大な被害を与えている国際的な疾
病である。
本論文は,こ のウシコクシジウム症について,酵素抗体法(ELISA)を用いる免疫学的診断法
の開発をおこない,そ の野外における応用的研究をおこなったものである。
論文内容は,まずケーススタディーとして東北大学附属川渡農場ウシのコクシジウム感染に関
する疫学調査をおこない,周年性の高率なコクシジウム感染牛群の存在を提示 し,清浄化の必要
性,効率的な診断法およびモニタリングの必要性を示 した。ついで免疫学的診断の基礎的知見を
得るために幼牛飼育によるウシコクシジウムの人工感染試験をおこないウシのコクシジウム症の
臨床症状を観察するともに免疫診断に用いるオーシス ト抗原採取を試みた。
しか しながらむしろ容易に採取可能なニワトリコクシジウムであるEimeriatenella抗原がウシ
コクシジウム感染抗体 と交差反応すること,抗原成分の95kd,86kd,66kdのポ リペプチ ドバ ン
ドがウシコクシジウム感染抗体 と反応することを見出し,当該抗原が利用可能であることを示し
た。ついで,当 該抗原を使用 したウシコクシジウム症の臨床的な免疫診断に関する条件設定の検
討を行い抗体血清の前処理法,抗 原濃度,被 検血清の希釈倍率,二 次抗体血清の希釈倍率などの
測定条件を設定 し,ウシコクシジウム症のELISAによる免疫診断法を世界で初めて確立 した。さ
らに設定した本条件下による免疫診断法を世界で初めて確立 した。さらに設定した本条件下によ
るウシ血清抗体のモ三タリングを実行 し,さまざまなウシコクシジウムの疫学的,寄 生虫学的な
新知見を見出した。たとえば子ウシは初乳を介して抗 コクシジウム抗体を獲得すること,抗 コク
シジウム抗体 レベルには季節変動が少ないこと,3ヵ 月齢以降では高 レベルのコクシジウム抗体
を保有すること,な どである。また薬剤投与時における抗体モニタリングから,治療 しコクシジ
ウ'ム原虫が排除された後も血中抗体は長期にわたって残存することが示唆され本法によるコクシ
ジウム感染判定の有効性を示 した。以上のように本研究は,世 界で初めてウシコクシジウム症に
対するELISA法による本症モニタリングおよび免疫診断を確立 し,さらに野外応用についての
有効性を実証 したものである。このことは動物寄生虫学,と くに動物微生物科学の研究に大きな
進歩を与え,さ らに動物生産業の拡大に著 しく貢献するものと期待される。 よって審査員一同
は,本論文提出者が博士(農 学)の 学位を授与される資格に充分な資格を有するものと認定した。
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